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【研究目的 】海洋性珪 藻類は海水 中でも効率 よく光合成 を行う為に 無機炭素濃 縮機構  
(CO2- concentrating mechanism, CCM) を有している。CCM は環境 CO2 濃度によって制御されてい
ること が知られており、その関連因子もまた、環境 CO2 濃度によって転写レベルで制御されている。
近年、海 洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum において、CCM の構成因子である葉緑体ピレノイド
局在型炭酸 脱水酵素 PtCA1 (P. tricornutum carbonic anhydrase 1) 遺伝子が、セカンドメッセン
ジャーである cAMP を介して転写レベルで CO2 応答することが明らかとなった。cAMP はアデニル
酸シクラーゼ (adenylyl cyclase : AC) により ATP から合成さる。バクテリアから哺乳類まで保存さ
れている可溶型 AC (sAC) には無機炭素により直接的に活性化されるものがあることから、AC が無機
炭素センサーで ある可能性が考えられる。また、膜貫通型 AC (tmAC) にも CO2 により活性化される
ものが報告されて いる。当研究室の先行研究より、P. tricornutum において 1 つの可溶型 AC 
(PtsAC) と 2 つの膜貫通型 AC (PttmAC1 及び PttmAC2) が無機炭素センサー候補因子として挙げ
られている。本研究はこれら AC の CO2 応答性遺伝子転写制御への影響を分析し機能同定するため、
これらの AC を RNA 干渉法 (RNAi) によってノックダウンし、CCM 因子の CO2 応答性に対する
影響を調べた。 
  
【実験方法】硝酸イオン存在下で発現が誘導される内在性の硝酸還元酵素プロモーターの直下に RNAi 
コンストラクトを導入したプラスミドを作成し、野生型 P .tricornutum に分子銃を用いて導入した。ま 
ず、抗生物質 Zeocin 耐性による一次選抜を行い、二次選抜として PCR により遺伝子の挿入を確認した。 
遺伝子の挿入が確認できた細胞株を高 CO2 環境 (1%) 及び低 CO2 (0.040%) 環境下でそれぞれ培養を 
行い、細胞を回収した。回収した細胞から抽出した全 RNA を鋳型として逆転写反応により cDNA を
合 成し定量的 RT-PCR により、RNAi のターゲット遺伝子および CO2 応答性の CCM 因子の 
mRNA 蓄積 量の解析を行った。また、各 AC の局在を明らかにするために、各 AC の open reading 
frame 直下に蛍 光タンパク質をコードする enhanced green fluorescence protein 遺伝子 (egfp) を
連結させたコンス トラクトを野生株へと導入し、得られた形質転換体の GFP 蛍光を共焦点レーザー
顕微鏡で解析した。 
  
【実験結果と考察】 
まず、一次及び二次選抜により得られた各 AC 候補遺伝子の RNAi 株の解析のため、定量的 RT-PCR 
を行った。その結果、ptsAC の RNAi 株において、硝酸イオン存在下で RNAi を誘導したところ、標 
的遺伝子の mRNA 蓄積量がコントロールに対し減少している株が得られた。この株では、RNAi の標 
的遺伝子である ptsAC の mRNA の蓄積量が減少したが、cAMP 応答性が確認されていた ptca1 の 
mRNA 蓄積量は同調して変化していなかった。この結果から、PtsAC は ptca1 を制御していないと考 
えられる。しかし、ptca1 同様に CO2 応答性の CCM 因子である ptca2、ptSLC4-1 及び ptSLC4-2 
は 低 CO2 育成株において ptsAC の mRNA 蓄積量に同調して減少していた。PttmAC1 及び 2 につ
いて も RNAi 株を作成したが、現在安定的に mRNA の蓄積量が減少した株が取得できていない。
eGFP 融 合タンパク質の発現による局在解析を行った結果、PtsAC:egfp は細胞質中に、
PttmAC1:egfp 及び PttmAC2:egfp は葉緑体四重包膜上にそれぞれ蛍光が観察できた。以上の結果から、
海洋性珪藻 P. 
tricornutum では異なる局在を示す AC が細胞内で空間特異的に無機炭素を感知することで、CO2 応答 
性 CCM 因子の発現制御を個別に行っている可能性が考えられる。 
